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(57) Abstract 

The invention relates to a peptide having the sequence (I) or (la), wherein Xi, X2, X3, X4, X3, X7, Xg, X% X10, X11, X12. X13, X14, 
X15, X| 6 each represent an a-aminoacid, X6 representing tryptophane. Said peptide comprises between 6 and 10 hydrophobic aminoacids. 
The invention also relates to the use of said peptide for introducing into living cells an active molecule acting on cellular functions. 

(57) Abrege* 

L'invention est relative a un peptide de sequence (I) ou (la) ou Xi, Xj, X3, X4, Xs, X7, X& X9, X10, Xu, X12, X13, X14, X15. X16 
reprcsentent chacun un acide a-amini, X« representant le tryptophane. Ce peptide comprend entre 6 et 10 acides amines hydrophobes. 
L'invention est egalement relative a r utilisation dudit peptide pour introduire dans des cellules vivantes une molecule active sur les fonctJons 
celtulaires. 
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PEPTIDES UTXLISABIiES COMME VECTEURS POOR L ' ADRESSAGE 
INTRACELLULAIRE DE MOLECULES ACTIVES. 

La present e Invention est relative a une 
classe de peptides capables de traverser les membranes 
5 cellulaires et de parvenir aux divers compartiments de la 
cellule. 

Le probldme de l'entr£e dans les cellules 
vivantes de diffSrentes substances dotees de proprietes 
pharraacologiques, et de leur accds aux divers comparti- 

10 ments intracellulaires, en particulier le compartiment 
cytoplasmique et le compartiment nuclSaire, revet une 
grande importance, tant pour la recherche que pour 1' uti- 
lisation th£rapeutique . 

On connait actuellement un nombre limite de 

15 moyens d'introduire des substances telles que les poly- 
peptides et les oligonucleotides dans les compartiments 
intracellulaires. Parmi les diff§rentes techniques 
actuellement propos§es on peut citer : 

1. La transfection de genes, et les techniques 

20 d£riv6es permettant d'am£liorer in vivo ou in vitro les 
taux de transfection, telles que la precipitation au 
phosphate de calcium, 1« utilisation de lipides cationi- 
ques, 1 '61ectroporation, la trituration (scrape loading), 
1 'utilisation de vecteurs viraux, etc... 

25 2. La liaison a des recepteurs de la membrane 

cellulaire ; ces recepteurs sont par la suite 
endocytos§s, et liberent dans le compartiment cytoplasmi- 
que les molecules li&es. Dans cette cat§gorie on peut 
citer le r6cepteur du folate, la toxine dipht6rique, ou 

30 des facteurs de transcription comme la protfiine TAT du 
retrovirus HIV. Le m^canisme de transport impliquant ces 
recepteurs est encore mal connu, mais necessite dans tous 
les cas une §tape d 1 endocyt ose . 

3 . Les peptides de type homeodomaine . Des 

35 travaux anterieurs effectues par l'§quipe des Inventeurs 
sur 1 • homeodomaine du facteur de transcription 
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Antennapedia (AntpHD) ont permis de montrer que les 
peptides homeodomaine traversent les membranes plasmigues 
par un processus energie-independant , et done distinct de 
1 ' endocytose . La 3dme helice du peptide homeodomaine 
5 poss£de les m§mes propri6t6s [JOLIOT et al. Proc. Natl. 
Acad. Sci., USA, 88, P. 1864-1868 (1991) ; DEROSSI et. 
al., J. Biol. Chem. 269, 14, p. 10444-10450, (1994)]. 

Ces propriety ont ete utilisees pour interna- 
liser dans des cellules des polypeptides et des oligonu- 

10 clSotides lies a 1 1 homeodomaine ou k I'hSlice 3, [PEREZ et 
al,, J. Cell. Science, 102, p. 712-722, (1992)] par 
fusion genet ique ou liaison biochimique. Cette entree est 
quantitative, et le vecteur et son chargement sont 
retrouv§s dans 100% des cellules ; en outre, l'internali- 

15 sation est ind€pendante du type cellulaire concern^. 

Le plus petit fragment de 1 ' homeodomaine capa- 
ble de traverser les membranes et de servir de vecteur a 
d'autres peptides ou bien £ des oligonucleotides est un 
peptide de 16 acides amines, correspondant a 1' helice 3. 

20 Ce peptide, qui comprend les acides amines 43 a 58 de 
1 1 homeodomaine , est denomme ci-aprds. A titre d'exemple, 
la sequence du peptide 43-58 de 1 ' homeodomaine Antp est 
la suivante : v7 \/ 

Arg-Gln-II^Lys-l^ ^ J h)b *f 

25 Cette sequence efst representee dans la liste de sequences 
en annexe sous le numero SEQ ID NO : 1 . 

Le m§canisme par lequel ce peptide pouvait 
pen§trer dans les cellules vivantes a fait l'objet de 
diverses etudes, et il etait suppose jusqu'a present que 

30 sa structure en alpha-h61ice 6tait indispensable pour 
1' internalisation. L'§quipe des Inventeurs a montre 
precedemment que certaines substitutions ou deletions 
dans la sequence peptidique, qui modifiaient la structure 
du peptide, interf eraient avec l'activite de celui-ci. 

35 Par exemple, un peptide dans lequel les 2 Trp (48 et 56) 
sont remplaces par deux Phe, ou un peptide comprenant les 
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acides amines 41 a 55 de 1 1 homeodomaine ne sont pas 
internalises (DEROSSI et al. f 1994, publication 
precitfie) . Une autre equipe [BRDGIDOU et al. f Biophys. 
Biochem. Res. Com., 214:2, pp 685-693, (1995)] a observe 
5 1' internal i sat ion de peptides const ituant des analogues 
structuraux du peptide 43-58 ; pour cela, ils ont 
construit, a partir d'un peptide 43-58 (diff£rant du 
peptide 43-58 de 1' homeodomaine Antp en ce que les 2 
isoleucines aux positions 45 et 47 sont remplacees par 

10 des valines), des variants de type retro -inverse Les 
variants retro -inver so, qui permettent d'imiter la 
structure tridimensionnelle de peptides naturels, sont 
constitues par des acides amines de la serie D (au lieu 
des acides amines de la serie L des peptides naturels) 

15 enchaines selon une sequence inverse de celle du peptide 
a reproduire. 

Les Inventeurs ont maintenant cherche a 
d£finir les caract€ristiques minimal es des sequences 
d 1 acides amines capables de servir de vecteur 

20 d a internal i sat ion et d'adressage de polypeptides et 
d 1 oligonucleotides, et dans ce but ont synthetis£ 
plusieurs peptides en modifiant sp6cif iquement certains 
residus. 

La presente Invention a pour objet un peptide 
25 repondant a l'une des sequences (I) ou (la) suivantes : 
NH 2 

X 1 -X2-X3-X 4 -X5-Xg-X7-X3-X9-X^o"*X 1 i-X 1 2" , '^13~^14 ~ X 15~ X 16 ( ^ ) 

X 1 g-X 1 5-Xi4-X 1 3~X 1 2-Xn-X 1 Q-X9-X 8 -X7-X^ , -X5-X4-X3 ~X 2 -Xj^ ( la ) 

COOH 

30 oil X^ , X 2 , X 3 , X4 , X5, X 6 , X7, X a , X 9 , X 10 , X^j , X 12 , x i3* x i«i 
x i5» x ie repr6sentent chacun un acide a-amin§, lequel pep- 
tide est caract£ris§ en ce qu'il comprend entre 6 et 10 
acides amines hydrophobes, et en ce que X 6 represent e le 
tryptophane, a 1' exception des peptides suivants : 

35 - le peptide dont la sequence est representee dans la 
liste de sequences en annexe sous le numero SEQ ID N0:1 ; 
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- les peptides dans lesquels X3 et X5 representent chacun 
un r£sidu valine. 

Les acides amines hydrophobes sont 1' alanine, 
la valine, la leucine, 1 • isoleucine, la proline, la 
5 phenylalanine, le tryptophane, et la methionine. 

Le reste des acides amines qui entrent dans la 
constitution des peptides conformes a 1» invention sont 
des acides amines non- hydrophobes qui peuvent etre des 
acides amines polaires (glycine, serine, threonine, 
10 cysteine, tyrosine, asparagine, glutamine) , acides (acide 
aspartique ou glutamique) ou basiques (lysine, arginine 
ou histidine) , ou une association d 1 acides amines de ces 
trois categories. 

Selon un mode de realisation pr£f6re d'un pep- 
15 tide conforme k 1* invention, il comprend 6 acides amines 
hydrophobes et 10 acides amines non -hydrophobes. 

L ' enchainement d' acides amines non -hydrophobes 
polaires ou charges, et d' acides amines hydrophobes 
confere aux peptides conformes a 1» invention un caractdre 
20 anphiphile, qui d'aprds les experimentations effectuees 
par les Inventeurs, apparait essentiel pour leurs 
propri£t§s. Ces experimentations ont en outre permis de 
mettre en lumidre d'autres caract£ristiques essentielles 
pour la translocation intracellulaire, et de montrer 
25 que : 

- la translocation intracellulaire ne nScessite pas 
de recepteur spScifique, et peut done concerner tous 
les types cellulaires ; 

- la structure en alpha-helice n'intervient pas dans 
30 la translocation intracellulaire, (mais joue sans 

doute un r6le dans 1'adressage nuclSaire) ; 

- les propriety amphiphiles du peptide, ainsi que la 
presence d'un residu Trp apparaissent en revanche 
importantes pour la translocation. 

35 De preference, un peptide conforme a 1' Inven- 

tion est constitue de sequences comprenant de l k 6 
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acides amines non- hydrophobes et de 1 a 6 acides amines 
hydrophobes, reparties en alternance le long de la chaine 
peptidique. 

Selon un autre mode de realisation d'un pep- 
5 tide conforme k 1' invention, X x , X 2 , X 4 , X 9 , X 15/ X 16 , sont 
des acides amines non-hydrophobes et X 2 , X 7 , et X 14/ sont 
des acides amines hydrophobes. Selon une disposition 
preferee de ce mode de realisation, X 14 reprfisente le 
tryptophane ou 1 ' isoleucine . 
10 Les propriet§s de penetration intracellulaire 

des peptides conf ormes a 1 • invention sont comparables a 
celles de l'h^lice 3 d'un peptide homeodoraaine , et 
permettent leur utilisation comme vecteur d' internalisa- 
tion et d'adressage intra- cellulaire, pour introduire 

15 dans des cellules vivantes des molecules actives sur les 
fonctions cellulaires, en particulier d'autres peptides, 
ou des sequences nucleotidiques . 

Pour obtenir un adressage plus sp§cif iquement 
cytoplasmique de la molecule active que l'on souhaite 

20 introduire, on utilisera de preference un peptide con- 
forme a 1» invention dans lequel au moins l'un des acides 
amines en position X 3 , X 7 , et X 14 est une proline. 

Pour la mise en oeuvre de la pr€sente Inven- 
tion, le polypeptide ou 1 'oligonucleotide a transporter 

25 est li6 a un peptide conforme a 1' invention. 

Les produits de fusion d'un peptide conforme a 
l 1 invention avec une autre sequence peptidique, ou avec 
une sequence oligonucleotidique peuvent §tre obtenus par 
differents moyens connus en eux-meraes. Dans le cas d'un 

30 polypeptide on pourra utiliser par exemple par les 
techniques classiques du genie genet ique, ou de la syn- 
thase peptidique. Dans le cas d'un oligonucleotide on 
utilisera par exemple la technique decrite par LEMAITRE 
et al.fProc. Natl. Acad. Sci. USA, M, 648-652, (1987)], 

35 ou celle de MATSUEDA et al. [Chemistry Letters, 
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p. 951-952, (1978) and Int. J. of Peptide and Protein 
Research, p. 107-112 (1986)]. 

La presente Invention sera mieux comprise a 
l'aide du complement de description qui va suivre, qui se 
5 refere a un exemple montrant les propriety de differents 
peptides conformes a 1" Invention. 

II doit etre bien entendu toutefois que cet 
exemple est donn6 uniquement a titre d' illustration de 
l'objet de 1' Invention dont il ne const itue en aucune 
10 mani§re une limitation. 

10 peptides, dont les sequences sont represen- 
t§es dans la liste de sequences en annexe sous les 
numeros SEQ ID N0:1 a SEQ ID NO: 10 ont 6te synth6tis§s . 
15 Tous ces peptides ont en outre et§ pourvus a leur 
extremite N-terminale d' un bras aminopentanoique et d'une 
biotine permettant de suivre leur internal isat ion ; les 
peptides ainsi modifies sont represents sur les Tableaux 
I et II ci-apres. 
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LSaende du Tableau I 
43-58 : Peptide helice 3° 

41-55 : T§moin : Peptide non- internalise (voir 
DEROSSI et al . , 1994) 
5 58-43 : Sequence inverse 

43-58 D : Peptide 3° h§lice (43-58) constitue 
d'acides amines de la serie D 

ProSO : Peptide 43-58 avec une Proline en 50 
(au lieu de Gin) 

10 3 Pro : Peptide 43-58 avec 3 Prolines en posi- 

tions 45, 50 et 55, cl la place respectivement des residus 
lie, Gin et Lys. 

Leaende du Tableau II 

Met-Arg : Peptide 43-58 avec Met en 52 (au 
15 lieu de Arg) et Arg en 54 (au lieu de Met) 

7Arg : Toutes les Lysines du peptide 43-58, 
sauf celle en 46 sont retnplac§es par des Arg 

W/R : Peptide 43-58 trds modififi, consiste 
essentiellement en une succession de Trp et Arg 
20 L/R : Peptide W/R avec des Leu en place des 

Trp. 

L' entree de ces diff 6rents peptides dans des 
cellules en culture a §t€ etudi€e, dans les memes condi- 
tions et en utilisant les memes protocoles que ceux 
25 decrits par DEROSSI et al. (1994, publication precitee) . 

L' entree des peptides dans les cellules 
nerveuses ou des fibroblastes en culture a ete examinee 5 
4 et 37°C. 

L' entree des peptides du Tableau I a §t§ 
30 testae par microscopie confocale, gel d'electrophorese et 
ELISA. 

L 1 entree des peptides du Tableau II a ete 
testee uniguement par microscopie confocale ; en effet, 
1' absence de lysine dans ces peptides rend les fixations 
35 tres difficiles et demande done une observation rapide 
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incompatible avec des transferts sur filtres ou des tests 
ELISA (multiples lavages) . 

1) Internaliaation a 37 °C et a 4°C des peptides 43-58,58- 
43, D43-58, Pro50 et 3Pro 

5 Des cellules de cortex embryonnaire E15 ont 

ete incub§es (1,1.10 cellules/ml) pendant 2h a 37°C ou a 
4°C, avec les peptides 43-58, 58-43, D43-58, Pro50 et 
3Pro, a la concentration de 44 jiM pour une quantity IX, 
ou sans peptide (puits C) . 
10 La presence des peptides dans le milieu 

d 1 incubation et dans les cellules apres lavage de celles- 
ci a la trypsine a §t§ analysee sur gel d' £lectrophordse 
SDS-PAGE 12-22% et par electrotransf ert . 

Les resultats sont illustres sur les figures 
15 1A, IB (37°C> et 2 (4°C) . 

L6gende de la figure 1 : 

A : autoradiogramme des extraits cellulaires 
aprds revelation par bioluminescence (LUMINOL®, 
AMERSHAM) . 

20 B : autoradiogramme des milieux d 1 incubation 

apres r6v§lation par bioluminescence. 

Lggende de la figure 2 ; 

Le puits SP correspond au d6pot sur le gel de 
1 nl de substance P. 
25 Tous les peptides du tableau 1, a 1* exception 

de 41-55 sont internalisfis k 4 et 37°C et r§cup€r£s dans 
les cellules. Le peptide 43-58 est degrade (50% environ) 
a 37°C mais pas a 4°C. 

2) Localisation cellulaire des peptides 43-58, 51-55, 58- 
30 43, D43-58, Pro 50 et 3Pro a 37°C et 4°C. 

Les cellules de cortex et striatum E15 sont 
mises en culture sur des lamelles de verre a une densite 
de 25000 cellules/cm 2 pendant 2 jours. Les peptides sont 
tous ajoutes a une concentration de 20 |iM finale. Apres 
35 2h d 1 incubation a 37°C, les cellules sont lavees, fixees 
et la presence de biotine est revelee par streptavidine 
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f luorescente . Les sections observees en microscopie 
confocale sont presentees sur les figures 3 (37°C) et 4 
(4°C) . Les cellules ayant integre le peptide apparaissent 
f luorescentes, sur fond noir. 
5 Legende de la figure 3 : 

1 : peptide 43-58 , 2 : peptide 58-43, 
3 : peptide D43-58, 4 : peptide ProSO 
5 : peptide 3Pro, 6 : peptide 41-55. 
Legende de la figure 4 : 

10 1 : peptide 43-58, 2 : peptide 58-43, 

3 : peptide D43-58, 4 : peptide ProSO 

5 : peptide 3Pro, 6 : peptide 41-55. 

La presence de prolines (Pro 50 ou 3 Pro) 
n'empeche pas 1 1 internalisation mais setnble interferer 
15 avec l'adressage nucleaire. L' entree des peptides testes 
est egalement observee dans les fibroblastes (non 
montr6) . 

3) Dosage colorimgtrique des internalisations des 
peptides 43-58, 51-55, 58-43, D43-58, ProSO, et 3 Pro & 
20 37°C et 4°C. 

Des cellules de cortex et striatum E15 (B) ou 
E16 (A) ont et§ incub^es (1,1. 10 6 cellules/ml) avec les 
peptides a la concentration de 17 |iM (A) ou 44 jim (B) 
pour les quant ites IX, ou sans peptides (9) . Les cellules 

25 ont ete lavees au NaCl 0,5 M (A) ou a la trypsine (B) . 
Elles sont mises en culture sur plaque ELISA, fixees et 
une revelation des peptides biotinyles est faite en uti- 
lisant un subs t rat color§ (PNPP) de la phosphatase 
alcaline coupl^e ^ la streptavidine. 

30 Les resultats sont illustres par les figures 

5A et 5B. 

Legende des figures 5A et 5B : 
A : experience a 37 °C ; 
B : experience a 4°C 
35 1 : peptide 43-58 IX 

2 : peptide 43-58 4X 
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3 : peptide 58-43 IX 

4 : peptide D43-58 

5 : peptide ProSO 

6 : peptide 3Pro 

5 7 : peptide 41-55 IX 

8 : peptide 41-55 4X, echantillon non present 

en A 

9 : pas de peptide, 

4) Iaternalisation a 37 °C des peptides Met-Arg, W/R et 
10 L/R 

Des cellules de cortex et striatum E15 sont 
mises en culture sur lamelles de verre a une density de 
25000 cellules/cm 2 pendant 2 jours. Les peptides sont 
ajout6s a une concentration de 20 \M finale pour le 

15 peptide 43-58 et de 2 \M pour les autres et les cellules 
sont incub6es 2h a 37 °C. Les cellules sont lavees, fixees 
et la biotine des peptides est revelee par streptavidine- 
FITC. Les resultats sont illustres par la Figure 6. 
L€gende de la figure 6 : 

20 i : peptide 7 Arg 

2 : peptide Met-Arg 

3 ; peptide W/R 

4 : peptide L/R. 

On observe une internal isat ion et un adressage 
25 cytoplasmique et nucleaire du Met -Arg , du 7Arg et du W/R, 
Toutefois, le peptide L/R est retrouve dans une fraction 
apparemment de type v§siculaire, probablement de 
caractere endocytique. 
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CONCLUSION 

Les resultats obtenus avec les peptides du 
Tableau I permettent de conclure que : 

- 1 1 internalisation ne n§cessite pas de r§cepteur 
5 puisgue les peptides 58-43 et 43-58D sont 

internalises. Or le premier a une sequence 
differente de celle du peptide initial (meme si sa 
structure generale d'helice amphiphile est 
conservee) , et le peptide constitue d'acides 
10 amines de la serie D ne doit pas interagir avec un 

recepteur naturel compose d'acides amines de la 
serie L ; 

- la structure en helice alpha n'est pas ngcessaire 
puis que 1 1 introduction d'une proline et a 

15 fiortiori de 3 d6truit I'h^licite. Cependant on 

note que I 1 addition des prolines peut interferer 
avec l'adressage nucl£aire. 

En ce qui conceme les peptides du Tableau II, 
on peut conclure des resultats obtenus que : 
20 - 1 ' amphiphilicit£ est necessaire pour 

1' internal is at ion , ma is elle n'est pas suffisante, 
dans la mesure ou le L/R n'a pas les proprietes du 
W/R 

- la pr§sence et la position des residus Trp ont 
25 leur importance. 

Les inventeurs ayant 6galement d6montr6 
1 ' internalisation de 1 ' homeodoxnaine de 

1 • homeoproteine Engrailed, qui n'a pas le rSsidu 
Trp en 56 (qui est remplac§ par un residu lie) 
30 mais a conserve celui en 48, on peut en conclure 

que seul le Trp 48 est important pour la 
translocation . 
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LISTE DE SEQUENCES 
(1) INFORMATIONS GENERALES ; 
(i) DEPOSANT: 

(A) NOM: CENTRE NATIONAL DE LA RECHERCHE SCIENTIFIQUE 

- C.N.R.S. 

(B) RUE: 3, RUE MICHEL ANGE 

(C) VILLE: PARIS 

(E) PAYS: FRANCE 

(F) CODE POSTAL: 75794 CEDEX 16 

(A) NOM: CHASSAING GERARD 

<B) RUE: 11, PLACE SOUHAM 

<C) VILLE: PARIS 

(E) PAYS: FRANCE 

(F) CODE POSTAL: 75013 

(A) NOM: PROCHIANTZ ALAIN 

(B) RUE: 8, RUE MARIE- PAPE CARPENTIER 

(C) VILLE: PARIS 

(E) PAYS: FRANCE 

(F) CODE POSTAL: 75006 

(ii) TITRE DE L* INVENTION: PEPTIDES UTI LI SABLES CCMME VECTEURS POUR 
L'ADRESSAGE INTRACELLULAIRE DE MOLECULES ACTIVES. 

(iii) NOMBRE DE SEQUENCES: 10 

(iv) FORME DECHI FFRABLE PAR ORDINATEUR: 

(A) TYPE DE SUPPORT: Floppy disk 

(B) ORDINATEUR: IBM PC compatible 

(C) SYSTEMS D* EXPLOITATION: PC-DOS/MS-DOS 

(D) LOGICIEL: Patentln Release #1.0, Version #1.30 (OEB) 

(Vi) DONNEES DE LA DEMANDS ANTERIEURE: 

(A) NUMERO DE LA DEMANDE: FR 95 11714 

(B) DATE DE DEPOT: 05 -OCT- 1995 

(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 1: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 16 acides amines 

(B) TYPE: acide amine 

(C) NOMBRE DE BR INS : 

(D) CONFIGURATION: linSaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: peptide 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 1: 

Arg Gin He Lys He Trp Phe Gin Asn Arg Arg Met Lys Trp Lys Lys 
1 5 10 15 

(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 2: 
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(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 15 acides amines 

(B) TYPE: acide amine 

(C) NOMBRE DE BR INS: 

(D) CONFIGURATION : lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: peptide 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 2: 

Thr Glu Arg Gin He Lys He Trp Phe Gin Asn Arg Arg Met Lys 
15 10 15 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 3: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 16 acides amines 

(B) TYPE: acide amine 

(C) NOMBRE DE BRINS: 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii> TYPE DE MOLECULE: peptide 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 3: 

Lys Lys Trp Lys Met Arg Arg Asn Gin Phe Trp He Lys He Gin Arg 

15 10 15 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 4: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 16 acides amines 

(B) TYPE: acide amine 

(C) NOMBRE DE BRINS: 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

<ii) TYPE DE MOLECULE: peptide 

(ix) CARACTERISTIQUE : 

(A) NOM/CLE : Peptide 

(B) EMPLACEMENT : 1 . .16 

(D) AUTRES INFORMATIONS: /product «= "Acides amines de la 




(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 4: 



Arg. Gin He Lys He Trp Phe Gin Asn Arg Arg Met Lys Trp Lys Lys 
15 10 15 
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(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 5: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 16 acides amines 

(B) TYPE: acide amine 

(C) NOMBRE DE BRINS : 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: peptide 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 5: 

Arg Gin lie Lys He Trp Phe Pro Asn Arg Arg Met Lys Trp Lys Lys 
1 5 10 15 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 6: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 16 acides amines 

(B) TYPE: acide amine 

(C) NOMBRE DE BRINS: 

(D) CONFIGURATION: lin6aire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: peptide 

(Xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 6: 

Arg Gin Pro Lys He Trp Phe Pro Asn Arg Arg Lys Pro Trp Lys Lys 
15 10 15 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 7: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 16 acides amines 

(B) TYPE: acide amine 

(C) NOMBRE DE BRINS: 

(D) CONFIGURATION: lin6aire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: peptide 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 7: 



Arg 
1 



Gin He Lys He Trp Phe Gin Asn Met Arg Arg Lys Trp Lys Lys 
5 10 15 
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(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 8: 

(i) CARACTER I ST IQOES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 16 acides amines 

(B) TYPE: acide amine 
<C) NOMBRE DE BRINS: 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: peptide 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 8: 

Arg Gin lie Lys lie Trp Phe Gin Asn Arg Arg Met Arg Trp Arg Arg 
15 10 15 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 9: 

(i) CARACTER I ST I QUE S DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 16 acides amines 

(B) TYPE: acide amin£ 

(C) NOMBRE DE BRINS: 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: peptide 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 9: 

Arg Arg Trp Arg Arg Trp Trp Arg Arg Trp Trp Arg Arg Trp Arg Arg 
15 10 15 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 10: 

(i) CARACTER I STIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 15 acides amines 

(B) TYPE: acide amine 

(C) NOMBRE DE BRINS: 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: peptide 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 10: 



Arg Leu Arg Arg Leu Leu Arg Arg Leu Leu Arg Arg Leu Arg Arg 
15 10 15 
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REVENDICATIONS 

1) Peptide r£pondant a l'une des sequences (I) 
ou (la) suivantes : 

NH 2 

5 X 1 -X 2 -X3-X 4 -X 5 -X 6 -X7-X 8 -X 9 -X 10 -X 11 -X 12 -X 1 3-X 14 -X 15 -X 16 (I) 
^i6"^i5"Xi4~Xi3-X 12 -X 11 -X 10 -X 9 -X 8 -X7-X 6 "X s -X 4 -X3"X 2 -X 1 (la) 

COOH 

oa x 1# x 2 , x 3 , x 4 , x 5 , x 6 , x 7 , x 8 , x 9 , x 10 , x xl , x 12l x 13 , x 14 , 

x i5* X 16 repr§sentent chacun un acide a-amine, lequel 
10 peptide est caract6ris§ en ce qu'il comprend entre 6 et 
10 acides amines hydrophobes, et en ce que X 6 represente 
le tryptophane, a l 1 exception des peptides suivants : 
- le peptide dont la sequence est representee dans la 
liste de sequences en annexe sous le numero SEQ ID N0:l ; 
15 - les peptides dans lesquels X3 et X5 representent chacun 
un residu valine. 

2) Peptide selon la revendication l, cacteris§ 
en ce qu'il comprend 6 acides amines hydrophobes et 10 
acides amines non - hydrophobe s . 

20 3) Peptide selon une quelconque des revendica- 

tions 1 ou 2, caracterise en ce qu'il est constitui de 
sequences comprenant de 1 a 6 acides amines non- 
hydrophobes et de 1 a 6 acides amines hydrophobes, 
r§parties en alternance le long de la chaine peptidique. 

25 4) Peptide selon une quelconque des revendica- 

tions 1^3, caracterise en ce que X lr X 2 , X 4 , X 9 , X 15 , X 16 , 
sont des acides amines non -hydrophobes et X 3 , X 7 , et X 14 , 
sont des acides amines hydrophobes. 

5) Peptide selon la revendication 4, caract§- 
30 rise en ce que X 14 represente le tryptophane ou 

1 1 isoleucine. 

6) Utilisation d'un peptide selon une 
quelconque des revendications 1 & 5, pour introduire dans 
des cellules vivantes une molecule active sur les fonc- 

35 tions cellulaires. 
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7) Utilisation selon la revendiction 6, carac- 
terisee en ce que la molecule active sur les fonctions 
cellulaires est un peptide 

8) Utilisation selon la revendiction 6, carac- 
5 terisee en ce que la molecule active sur les fonctions 

cellulaires est une sequence nucleotidique. 

9) Utilisation selon une quelconque des reven- 
dications 6 a 8, caract^risee en ce que l'on utilise un 
peptide de formule I dans lequel au moins l'un des acides 

10 amines en position X 3# X 7 , et X I4 est une proline. 



WO 97/12912 



PCI7FR96/01553 



1/6 
FIGURE 1 




WO 97/12912 



PCT/FR96/01553 



2/6 
FIGURE 2 



^ ^ J* < 



4 



WO 97/12912 



PCI7FR96/01553 




o \ 



WO 97/12912 



PCT/FR96/01553 




INTERNATIONAL SEARCH REPORT 


lm> nal Application No 

DPT/FD Qfi/OI^R^ 
rXI/rK 


A. CLASSIFICATION OF SUBJECT MATltR 

IPC 6 C07K14/47 




According to International Patent Classification (IPQ or to both national classification and IPC 




a FIELDS SEARCHED 


Mtmmum documentation searched (classification system followed by classification symbols) 

IPC 6 CG7K 


Documentation searched other lhan nummum documentation to the extent that such documents ut uh 


duded in the fields searched 



Electronic data base consulted during the international search (name of data base and, where practical, search terms used) 



C DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT 



Catcfcry* 


Citation of document* with indication, where appropriate, of the relevant pirugn 


Relevant to daim No. 


A 


JOURNAL OF BIOLOGICAL CHEMISTRY . 


1-9 




vol. 269, no. 14, 8 April 1994, MD US. 






pages 10444-10450, XPOO2OO6023 






0 DEROSSI ET AL.: "The third helix of the 






Antennapedia homeodomain translocates 






through biological membranes" 






cited in the application 






see the whole document 






-/-- 





01 



Further documents are hsted in the continuation of box C 



□ 



family 



" Speaal categories of cited dui uu m iU : 

*A* document defining the genera] state of the an which is not 

considered to be of particular relevance 
"E* earlier document but published on or after the international 

filing date 

*L* document which may throw doubts on priority daim(s) or 
which is a ted to cruNrth the publication date of another 
citation or other special reason (as specified) 

"O" document referrmg to an oral disclosure, use, exhibition or 
other means 

*P* document pubhshed pnor to the international filing dale but 



T later document published after the international filing date 
or priority date and not m canfbet with the application but 
a ted to understand the principle or theory underlying the 
invention 

*X* document of particular relevance; the daimed invention 
cannot be considered novel or cannot be considered to 
involve an inventive step when the document is taken alone 

*Y" document of particular relevance; the claimed invention 
cannot be considered to involve an inventive step when the 
document is combined with one or more other such docu- 
ments, such combination being obvious to a person skilled 
in the art. 

*&* document member of the same patent family 



Date of the actual completion of the international search 

4 February 1997 


Date of mailing of the international search report 

2 6.M.97 


Name and mailing address of the ISA 

European Patent Office, P.B. SSIt Patentlaan 2 
NL • 22X0 HV Rjjswi)k 
Td. ( ♦ 31-70) 340*2040, Tx. 31 651 cpo id, 
Fac(+ 31 70) 340-3016 


Authonzcd officer 

Masturzo, P 



Form PCT,1SA/Uita 



et)(Juty IM2) 



page 1 of 2 



INTERNATIONAL SEARCH REPORT 



In *3nat Application No 

PCT/FR 96/01553 



CJContmua&on) DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT 



Category * Citation of document, with indication, where appropriate, of the relevant passages 



Relevant to claim No. 



p.x 



PROCEEDINGS OF THE NATIONAL ACADEMY OF 
SCIENCES OF USA, 

vol. 96, no. 19, 1 October 1993, 

WASHINGTON US, 

pages 9120-9124, XPGG29G6024 

I LE ROUX ET AL.: "Neurotrophic activity 

of the Antennapedia homeodomain depends on 

its specific DNA-binding properties" 

cited in the application 

see the whole document 

JOURNAL OF BIOLOGICAL CHEMISTRY, 

vol. 271, no. 30, 26 July 1996, MD US, 

pages 18188-18193, XP002024485 

D DEROSSI ET AL.: "Cell internalization 

of the third helix of the Antennapedia 

homeodomain is receptor- independent" 

see the whole document 



1-9 



1-9 



1 



Form FCT/1SA/210 <axilmu*tooa of near* tbmQ <July I9VZ) 



page 2 of 2 



INTERNATIONAL SEARCH REPORT 



International application No. 

PCT/FR 96/01553 



Box I Observations where certain claims were found unsearchable (Continuation of item 1 of first sheet) 



This international search report has not been established in respect of certain claims under Article 17(2Xa) for the following reasons: 
1. (T1 Claims Nos~ 

because they relate to subject matter not required to be searched by this Authority, namely: 

see annex 



2. Claims Nos.: 

because they relate to parts of the international application that do not comply with the prescribed requirements to such 
an extent that no meaningful international search can be carried out, specifically: 



3. rn Claims Nosj 

1—1 because they are dependent daims and are not drafted in accordance with the second and third sentences of Rule 6.4(a). 



Box D Observations where unity of Invention fcs lacking (Continuation of Item 2 of first sheet) 



This International Searching Authority found multiple inventions in this international application, as follows: 



1. | | As all required additional search fees were timely paid by the applicant, this international search report covers all 

searchable claims. 

2. | | As all searchable claims could be searched without effon justifying an additional fee, this Authority did not invite payment 

of any additional fee. 

3. [ | As only some of the required additional search fees were timely paid by the applicant, this international search report 

1 covers only those claims for which fees were paid, specifically claims Nos ^ 



4. I I No required additional search fees were timely paid by the applicant. Consequently, this international search report is 
I-— 1 restricted to the invention first mentioned in the claims; it is covered by claims Nos ^ 



Remark on Protest | j The additional search fees were accompanied by the applicant s protest. 

| | No protest accompanied the payment of additional search fees. 



Form PCT/ISA/210 (continuation of first sheet (i)) (July 1992) 



RAPPORT DE RECHERCHE INTERNATIONALE 



Dcnv 'ntcrnxaooiie No 

PCl/t-'R 96/91553 



C^swte) DOCUMENTS CONS ID EKES COM ME PERTINENTS 


Cattgone" 


Idcnnficttian dcs documenn ales, avec, le cu cchcant, 1'indicmon dcs pissftges pertinents 


no. dcs revcndicMoiis visees 



P.X 



PROCEEDINGS OF THE NATIONAL ACADEMY OF 
SCIENCES OF USA, 

vol. 90, no. 19, 1 Octobre 1993, 

WASHINGTON US. 

pages 9126-9124, XP002006Q24 

I LE ROUX ET AL.: "Neurotrophic activity 

of the Antennapedia homeodomain depends on 

its specific DNA-binding properties" 

cite dans la demande 

voir le document en entier 

JOURNAL OF BIOLOGICAL CHEMISTRY, 

vol. 271, no. 30, 26 Juillet 1996, MD US, 

pages 18188-18193, XP002024485 

0 DEROSSI ETAL.: "Cell internalization 

of the third helix of the Antennapedia 

homeodomain is receptor- independent" 

voir le document en entier 



1-9 



1-9 



1 



Fanoatara PCT/tSA/210 (tuitt ** U Muiitt fautfta) (iwUtt 1992) 



page 2 de 2 



RAPPORT DE RECHERCHE INTERNATIONALE 



Dor Ittttmt&onite No 

PCi/FR 96/81553 



A. CLASS EMENT DE L'OBJET DE LA DEMANDE 



CIB 6 C07K14/47 



Sdon la classification Internationale des hrevett (CIB) ouAU fois tdon Is classification naaonalc et U CIB 



a DOMAINES SUK LESQUELS LA RECHERCHE A PORTE 



Documentation mtmmale consultec (tysieme de classification sinvi des symbol et de daxsement) 

CIB 6 C07K 



Documentation consunec autre que U documentation munmale dans U mesure ou ccs documents re! event det domainci sur lesqucb a portc la recherche 



Base de donnecs tltc bo ni quc consul tee au court de la l eihtiU * intenuaonate (nom de la base de donates, ct a cda. est realisable, terroes de 
utilises) 



C DOCUMENTS OONSIDERES COM ME PERTINENTS 



Categoric * Idrntifiranan des documents cites, avec, tc cat ccheant, 1'indicabon des passages pertinents 



no. des rcvcncbca&ons vixccs 



us. 



JOURNAL OF BIOLOGICAL CHEMISTRY , 
vol. 269, no. 14, 8 Avril 1994, MD 
pages 10444-10450, XP002006023 
D DEROSSI ET AL.: "The third helix of the 
Antennapedia homeodomain translocates 
through biological membranes" 
citS dans la demande 
voir 1e document en entier 



■/-- 



1-9 



j y[ Voir U suite du cadre C pour la fin de la lute des documents J j Let documents de families de brevets sont indtquet en annexe 



* Categories special et de documents cites: 

*A* document denmssant 1'ctal general de Is technique, non 

consuBtrc comme parocuuercmcnt pertinent 
*E* document antencur, mais public A la date de depot international 

ou apres cctsc date 
*L* document pouvant jcter un doute sur una tevend»cahon de 

pnonte ou cite pour determiner la dale de publication d'unc 

autre citation ou pour une raison spcculc (Idle qu'indtqucc) 
"O* document se rei cr anl A une divulgation orale, A un usage, A 

une exposition ou tous sutrcs mo yens 

"P* document pubbc avant la date de depot intern annual, mais 
posteneurement A la date de pnonte levendiquce 



HT do cumrni ulteneur public apres la date de depot international ou U 
date de pnonte ct n'appsneaenant pas A I'etat de Is 
tech n i que pcruncnt, mats ate pour comurendrt le pnnope 
ou Is thcortc coasatusnt Is base de rmventton 

*X document paiticufacremcnt ptitiiMn^ J' invention revcndiqufT ne pcut 
ctre amsuKrce comme nouvelle ou comme smpbquant une actvitt 
inventive par rapport an ****** consderc tsolcmcnt 

*Y* document pafucuhcrcmcnt pertinent I'invcntion rtvend tq u cc 
ne pcut ctre conndeice comme anpbquant une acbvrte inventive 
lorsquc le document est assodc A un ou piuacurt antra 
documents de mcmc nature, cetse combination ctant tvtdente 
pour une pe n o n ne du metier 

'A' document qui (ait paruc de Is men* fanullc de brevets 



Date A taqueUc La recherche iMerna&onale s etc cffcc&vemcrit achevec 



4 F§vrier 1997 



Date d'expetbbon du present rapport de recherche tnternabonaie 



2 6.02.97 



Nom ct adresse postalc de radrranstrabon chargec de la recherche intemabonale 
Office Europeen des Brevets, P.B. 5118 Patentfaan 2 
NL - 22SO HV Rijswijk 
TeL ( + 31-70) 140-2040, Tx, 31 651 epo nl. 
Fax ( + 31 70) 340-3016 



Foncbottnatrc autortse 



Masturzo, P 



i PCT/ISA/HQ (i 



tortta) duiOd 1992) 



page 1 de 2 



RAPPORT DE RECHERCHE INTERNATIONALE 

Demanoe international No. PCT/FR 96/ 01553 



SUITE DES RENSEJGNEMENTS INDIQUES SUR PCT7ISA/ 210 



Remarque : La formule de la revendlcatlon 1 n 1 off re qu'un seul 616ment 
Invariable. Cecl rend une recherche complete Impossible pour 
des ralsons d' Economic La recherche a 6t6 done 11ra1t6e aux 
composes des Tableaux 1 et 2. 

Recherche Incomplete 

Revendl cations ayant fait l'objet de recherches Incompletes: 1-9 



RAPPORT DE RECHERCHE INTERNATIONALE 



PCT/FR 96/ 01553 



i oc snurajent pas Cure frtfcjct d'une 



C uafu t iuum nt a lartick I7.2)a), ematoa rrvcndcackxss n'ont pas fail t*objet d'une re che r che pour ks motifs suivants: 

I* Lea rswirsacaissns n** 

se impfwcmu a tin objet a 1'cgard duqud radrntmstniaoa n'ett pas tenue de ptuwkt a la le iharUw . a savoir 

voir annex s.v.p. 



2. l^rcvc»Kcsuonsii ot 

se l appum nt a to parties de la d tmande pnernattonak qui ne remuliiie i u , pas 
qu*uae r e thttch s iigirifirari»a puttte etre cf fccujee, cn partkuner: 



□ 



Let 



tr oisirim phr as es de la regie 6.4 .a^ 



et nc sont pas rcdtsjees mu fmimimit aux dispositions de la demoeroe ct de la 



Cadre II Ofaacnratkma - kysaya y a absence dtote de Kfamartra (suite du point 2 de la 



faalle) 



L'adnanstratton cfaargea de la la th er th e mtemaiiocak a crouve ptuskurs in ve ntion s dans la imeraauonak, a 



1. | 1 Comme tomes ks taxes addhionrtHkt ont eta payees dans ks detail par k deposant. k present rapport de recherche 



inter fl»nonik porta sur tows les 



t pouvarn Mr* 1'objet (Tune i nl s tiihe 



□ 



touts* ks re encrches portant sur ks f cwuxaiiu ns qui ty pretaiem om pu etre efTectuees sans effort parucuber 
rs dm i n i stra tton n'a solbnta k psaemcnt d'aucune cute de cette nature. 



3. Ccmme tme partk seukmeat des taxes addidonpeUes drmandret a ete payee dans ks dclaa par k deposant. k present 
rapport de rtchcrcJ ic tmcrnaoonak ne pone qui sur ks messdssataons pour ksquelks ks taxes ont eta payees; a aavotr 
ks I 



4. I I Aucunc taxe addiuojineih demandee n'aete payee dans ks debus ear k deposant En consequence* k present rapport 
{ —* de re che r che tmernauosak nc parte que sur Invention memxoancc en premier beu dans tes revend uat ions; eQc est 
cotrvertes par ks revendsasons n**t 



| | Les taxes addnionneucs etaient aocompagnets d'une reserve de la part du deposant. 
| | Le pastmcnt des axes addtuonndies n'ctatt assortt d'aucune reserve. 



Forrnulaire PCTTtSAJSlO (suite de la premiere reuiuc (1)) (JuuTet 1992) 



